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PRODUCTION DE PARTICULES PSEUDOVIRALES DE VHC EN CELLULES 
D' INSECTES 

L' invention est relative a la production de 
particules pseudovirales du virus de 1' hepatite C (VHC). 
5 Le virus de 1' hepatite C a ete identifie en 1989 

[CHOO et al., Science, 244, 359-362, (1989)] par des techniques 
de biologie moleculaire . Ce n' est qu' ulterieurement que les 
particules virales ont ete caracterisees [KAITO et al,, J. 
Gen. Virol., 75, 1755-1760, (1994)] ; il s'agit de particules 
IC spheriques de 45 a 65 nm de diametre, dont la densite en 
gradient de saccharose est de 1,03 a 1,2 g/ml. 

Le VHC appartient a la famille des Flaviviridae ; 
son genome est constitu^ d'un ARN monocatenaire de polarite 
positive d' environ 9,6 kb, comprenant successivement. : une 
15 region 5' non codante (5' NCR) d'environ 340 nucleotides, un 
unique cadre ouvert de lecture codant pour une polyproteine 
d'approximativement 3000 acides amines, et une region 3' non 
codante (3' NCR) de 200 a 240 nucleotides. 

L' organisation du genome peut etre schematis§e 

20 comme suit : 

5' NCR-C-El-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-3' NCR. 

Les proteines de structure C (protfeine de 
capside) , El, et E2 (proteines d' enveloppe) , sont cod§es par 
la portion 5' du cadre de lecture ouvert ; le reste du cadre 

25 de lecture ouvert code la proteine p7, qui est un peptide 
hydrophobe de fonction inconnue, et les proteines 
non-structurales NS2 a NS5B, qui sont impliquees dans la 
replication du genome et la maturation de la polyproteine. 

La region 5' non codante represente la sequence 

30 la plus conservee du genome du VHC ; sa longueur varie entre 
341 et 349 nucleotides selon le genotype. Elle peut se 
replier pour former une structure secondaire complexe qui 
comprend quatre domaines : I (nucleotides 1-42), II 
(nucleotides 47-67), III (nucleotides 125-323), et IV 

35 (nucleotides 331-354), ainsi qu'un pseudo-noeud (nucleotides 
305-311 et 325-331) et une structure en helice [RIJNBRAND et. 
LEMON, Curr. Top. Microbiol. Immunol., 242, 85-116, (2000)]. 
Elle possede en outre un nombre variable (de 3 a 6 selon le 
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genotype) de codons AUG dont 2, situes aux positions 85 et 
215, sont tres conserves entre differents isolats de VHC, et 
egalement avec les pestivirus. Cette structure fonctionne 
comme un site interne d'entr6e des ribosomes (IRES), et il a 
5 ete observe [TSUKIYAMA-KOHARA et ai., J. Virol., 66, 
1476-1483, (1992) ; WANG et al., J'. Virol., 67, 3338-3344, 
(1993) ; REYNOLDS et al., EMBO J., 14, 6010-6020, (1996)] 
qu'elle permettait d' initier la traduction de la polyproteine 
dans plusieurs systemes in vitro et in vivo. 
0 L' etude du VHC, notarament dans le cadre du 

developpement de vaccins ou de reactifs de diagnostic, est 
freinee par la difficulte d'obtention d'antigenes viraux en 
quantite suffisante. Bien que I'on parvienne ^ repliquer ce 
virus in vitro dans certaines cellules de maiamiferes 
.5 (notainment des lymphocytes ou des h§patocytes) , le taux de 
replication demeure tres faible. 

Divers systemes d* expression hetierologues ont 
done ete utilises, et parmi ceux-ci, le systeme 
baculovirus/cellules d'insectes. Ce systeme, qui presente de 
20 nombreux avantages (notamment niveau d' expression eleve, 
innocuite vis-a-vis des vertebres, et modifications co- et 
post-traductionnelles pour la plupart similaires a celles des 
.cellules de mammiferes), a ete propose pour I'expression de 
proteines de differents virus, ainsi que pour la .production 
25 de particules pseudovirales non inf ectieuses . 

Dans le cas du VHC, le systeme 
baculovirus/cellules d'insectes a ete utilise pour 1' etude de 
1* expression de diverses proteines, structurales [iyiATSUORA et 
al.r vJ. Virol., 66, 1425-1431, (1992) ; Virology, 205, 
30 141-150, (1994) ; HSU et al., Hepatology 17, 763-771, 
(1993) ; LANDFORD et al., Virology, 197, 225-235, (1993) ; 
HUSSY et al.. Virus Res., 45, 45-57, (1996) ; J. Hepatol., 
26, 1179-1186, (1997)], ou non-structurales [HIROWATARI et 
al.. Arch. Virol., 133, 349-356, (1993) ; NISHIHARA et al., 
35 Gene, 129, 207-214, (1993) ; OVERTON et ai., J. Gen. Virol., 
76, 3009-3019, (1995) ; SUZUKI et al., J. Gen. Virol., 76, 
3021-3029, (1995) ; HWANG et al., Virology, 227, 439-446, 
(1997)], II a 6galement ete utilise pour la production 
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d'antigenes du VHC a des fins dVetudes immunologiques [CHIBA 
etal.r Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 4641-4645, (1991) ; 
CHIEN et ai., Proc. Nad. Acad. Sci. USA, 89, 10011-10015, 
(1992) ; INOUE et ai., J. Gen. Virol., 73, 2151-2154, 
5 (1992) ; BASSET et al., J. Virol,. 73, 1118-1126, ^(1999)] 
ainsi que pour 1' etude des interactions proteiques et de leur 
assemblage [WANG et ai.. Arch. Virol., 142, 2211-2223, 
(1997)] ; ces derniers auteurs ont notamment observe que 
I'IRES de la region 5' non-codante n'etait pas fonctionrnel 
10 dans les cellules d'insectes. 

Cependant, les proteines virales ainsi obtenues 
ne s'assemblent pas en particules pseudovirales, et ne 
reproduisent done pas certains des determinants airitig^niques 
du VHC natif . 

15 Des travaux recents [BAOMERT et al., J. Virol., 

72, 3827-3836, (1998) ;• Demande PCT WO 98/21338], decrivent 
I'obtention de particules pseudovirales de VHC par 
1' expression dans un systeme baculovirus/cellules d'insectes, 
d'une construction comprenant une partie (les 81 clerniers 

20 nucleotides) de la region 5' non-codante, ainsi que les 
sequences codant les proteines de structure C, El et E2 d'un 
VHC de genotype lb. Les particules pseudovirales reconnues 
par des anticorps anti-VHC sont localisees dans les cellules 
infectees, ou elles sont enfermees dans des vesicules 

25 intracytoplasmiques ; elles ont un aspect polymorplie, un 
diametre variable de 40 nm a 60 nm, et apres purification a 
partir des lysats de cellules infectees, une densite de 
1,14 g/cm^ a 1,18 g/cm^ Aucune secretion des particules 
pseudovirales dans le milieu de culture n'a ete observee. 

30 BAUMERT et al. indiquent qu'il est possible, mais improbable 
que la portion de la 5 'NCR contenue dans ces constructions 
joue un role dans I'efficacite de 1' assemblage des particules 
et qu' il est plus probable que celle-ci depend de I'isolat de 
VHC a partir duquel a ete obtenu I'ADNc exprime. 

35 La presente invention a pour but de fournir des 

moyens reproductibles de production de particules 
pseudovirales de VHC dans un systeme baculovirus/cellules 
d'insectes. Pour atteindre ce but, les Inventeurs ont 
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entrepris de rechercher les regions du genome de VHC 
potentiellement impliquees non seulement dans 1' expression 
des proteines virales, mais ^galement dans leur assemblage en 
particules pseudovirales . 
5 Dans un premier temps, pour etudier 1' influence 

de la region 5* non-codante sur 1' expression des proteines du 
VHC, les Inventeurs ont construit des baculovirus 
recombinants portant des inserts d'ADNc de VHC comprenant la 
sequence codant pour la partie structurale de la 

10 polyproteine, precedee ou non par la region 5' non-codante. 

lis ont observe que : 

1' insert d'ADNc depourvu de la region 5' 
non-codante est traduit en proteines, mais il n'y a pas 
d' autoassemblage de celles-ci ; 

15 - 1' insert d'ADNc contenant la region 5' 

non--codante est transcrit normalement en ARNm, mais n' est pas 
traduit, ce qui confirme les resultats rapportes par WANG et 
al.r (1997, precite) . 

Les Inventeurs ont ensuite co-exprime dans une 

20 meme cellule, 2 constructions differentes : I'une comprenant 
la sequence codant pour les proteines structurales, et 
depourvue de la sequence de la region 5* non-codante, et 
pouvaht done etre traduite en proteines de structure de VHC, 
et 1' autre comprenant la sequence codant pour les proteines 

25 structurales precedee de la sequence de la region 5* 
non-codante, - et ne pouvant done pas etre traduite en 
proteines de structure de VHC. 

lis ont alors constate que de mani^re 
surprenante, cette expression en trans de la 5 'NCR et des 

30 proteines structurales produit, a I'interieur de la cellule, 
des particules pseudovirales de morphologie et de densite 
similaires a celles du VHC, ce qui permet de supposer que la 
region 5' non-codante joue un role • dans 1' assemblage des 
particules pseudovirales. 

35 Les Inventeurs ont alors cherchfe a modifier la 

region 5' non-codante de maniere k supprimer des codons AUG 
presents dans cette region et susceptibles d'interferer avec 
la traduction de la polyproteine, permettant ainsi de 
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la culture de la cellule infectee et la recolte 
des particules pseudovirales de VHC a 1' issue de ladite 
culture, a partir de ladite cellule ou de son milieu de 
culture. 

5 Selon une disposition preferee de ce mode de mise 

en oeuvre, pour obtenir des particules pseudovirales en 
quantite plus importante, on effectue la recolte des 
particules pseudovirales apres au moins 48 heures de culture, 
de preference apres 72 heures de culture. 

10 Pour la recolte des particules pseudovirales de 

VHC a partir de la cellule infectee, on procede a la lyse de 
ladite cellule, et a la purification des particules 
pseudovirales a partir du lysat obtenu. L' identification de 
la ou des fraction (s) contenant les particules pseudovirales 

15 peut s'effectuer aisement a I'aide d'anticorps anti-VHC. 

On peut traiter le lysat par un detergent, 
avantageusement un detergent non-ionique, a une concentration 
comprise de preference entre 0,5 et 1%, afin de separer les 
particules pseudovirales des membranes qui leur.s sont 

20 associees . 

Pour la purification des particules 
pseudovirales, on utilisera . des methodes classiques telles 
que des centrif ugations successives et/ou une centrifugation 
sur gradient de saccharose ou tout autre procede equivalent. 

25 Par exemple, lorsque la purification est 

effectuee sans traitement du lysat cellulaire par un 
detergent, les particules pseudovirales de VHC peuvent etre 
recuperees apres centrifugation a I'equilibre sur gradient de 
saccharose, dans une fraction dont la densite est d' environ 

30 1,15 a 1,18 g/ml ; ces particules comprennent, outre la 
proteine de capside, les proteines d'enveloppe El et E2 . 
Lorsque la purification est effectuee apres traitement du 
lysat cellulaire par un detergent, (par exemple NP40 a 1% 
final) , les particules pseudovirales de VHC peuvent etre 

35 recuperees apres centrifugation a I'equilibre sur gradient de 
saccharose, dans une fraction dont la densite est d' environ 
1,23 a 1,26 g/ml ; . ces particules sont depourvues des 
proteines d'enveloppe El et E2- Leur densite est similaire a 
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celle de la hucleocapside du VHC qui a ete estimee a 
1,25 g/ml [MIYAMOTO et al., J. Gen. Vixol., 73, 715-718, 
(1992)], apres traitement au NP40 de particules virales 
extraites d ' echantillons de plasma provenant de patients 
5 infectes. 

Avantageusement/ dans le cadre de la deuxieme 
variante de la presente invention, on peut r§colter les 
particules pseudovirales de VHC a partir du milieu de 
culture ; du fait qu'il n' est pas necessaire de proceder a la 

10. lyse prealable des cellules, 1' extraction et la purification 
des particules pseudovirales sont facilities, et peuvent 
s'effectuer dans des conditions moins drastiques, assurant 
une meilleure preservation de leurs caracteristiques 
morphologiques, biochimiques et antigeniques. 

15 Pour la recolte des particules pseudovirales de 

VHC a partir du milieu -de culture, on precede a la collecte 
dudit milieu, et a la purification des particules 
pseudovirales a partir de celui-ci. 

La collecte du milieu de culture peut s'effectuer 

20 par tous moyens connus en eux-memes, permettant de separer 
ledit milieu des cellules infectees, par exemple par 
centrifugation ou filtration. 

Prealablement a la purification des particules 
pseudovirales de VHC, on peut traiter le milieu de culture 

25 ainsi collecte par un detergent, comme indique ci-dessus pour 
la purification a partir du lysat. La purification des 
particules pseudovirales s'effectue ensuite egalement par des 
methodes classiques, similaires a celles mentionnees ci- 
dessus. L' identification de la ou des fraction (s) contenant 

30 les particules pseudovirales peut s'effectuer a I'aide 
d' anticorps anti-VHC comme indique ci-dessus. 

Comme dans le cas des particules pseudovirales 
obtenues a partir du lysat cellulaire, celles obtenues a 
partir du milieu de culture peuvent etre recuperees apres 

35 centrifugation a I'iquilibre sur gradient de saccharose, sous 
forme de particules possedant les proteines d'enveloppe El et 
E2, et dans une fraction dans une fraction dont la densite 
est d' environ 1,15 a 1,18 g/ml lorsque le milieu n'a pas ete 
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traite par un detergent, et sous forme de particules 
depourvues des proteines d'enveloppe El et E2, et dans une 
fraction dont la densite est d' environ 1,23 a 1,26 g/ml 
lorsque le milieu a ete traite par un detergent. 
5 Des* particules pseudovirales de VHC depourvues 

des proteines d'enveloppe El et E2 peuvent egalement etre 
obtenues- en traitant par un detergent non-ionique des 
particules pseudovirales possedant ces proteines ; dans ce 
cas, on utilisera ledit detergent a une concentration plus 
10 faible que celle employee pour le traitement du lysat 
cellulaire ou du milieu de culture. Avantageusement , on 
utilisera une concentration en detergent de I'ordre de 0,1 a 
0,5%. 

La presente invention a egalement pour objet les 
15 particules pseudovirales de VHC susceptibles d'etre obtenues 
par un precede conforme a 1' invention, et notamment des 
particules pseudovirales presentant les caracteristiques 
suivantes : 

- une nucl^ocapside de morphologie icosaedrique, 
20 et de diametre de 30 nm environ ; 

une densite sur gradient de saccharose 
d' environ 1,15 a 1,18 g/ml lorsqu'elles sont obtenues a 
partir d'un milieu de culture ou d' un lysat cellulaire 
n'ayant pas §te traite par un detergent ; 

25 - une densite sur gradient de saccharose 

d' environ 1,23 a 1,26 g/ml lorsqu'elles sont obtenues a 
partir d'un milieu de culture ou d'un lysat cellulaire ayant 
ete traite par un detergent. 

La presente invention a egalement pour objet des 

30 outils de production des particules pseudovirales de VHC 
conformes a 1' invention, et notamment : 

~ toute sequence d'acide nucleique comprenant une 
sequence (a') ou {a''') suivie d'une sequence (b) telles que 
definies ci-dessus, ainsi que toute cassette d' expression ou 

35 vecteur d' expression comprenant ladite sequence placee sous 
controle transcriptionnel d'un promoteur de baculovirus ; 

- tout vecteur recombinant contenant une cassette 
d' expression comprenant une sequence (a), (a'), (a'') ou 
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(a'") sous controle transcriptionnel d'un premier promoteur 
de baculovirus, et une cassette d' expression coraprenant une 
sequence (b) sous controle transcriptionnel d'un second 
promoteur de baculovirus ; 

- toute cellule d'insecte exprimant soit une 
sequence (a') ou (a'") suivie d' une sequence (b) sous 
controle transcriptionnel d'un meme promoteur de baculovirus, 
soit une sequence (a), (a'), (a") ou (a' " ) sous controle 
transcriptionnel d'un premier promoteur de baculovirus, et 
une sequence (b) sous controle transcriptionnel d'un second 
promoteur de baculovirus. 

Les particules pseudovirales de VHC conformes a 
1' invention peuvent etre utilisees notamment pour la 
preparation de vaccins anti-VHC, ainsi que pour la 
preparation de reactifs de diagnostic, par example pour 
detecter la presence d'anticorps anti-VHC dans des 
echantillons de serum. Elles peuvent egalement etre utilisees 
pour la production d'anticorps anti-VHC. 

La presents Invention sera mieux comprise a 
l^aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples non-limitatif s de construction et de 
mise en oeuvre de vecteurs d' express ion conformes a 
1 ' Invention . 

Les protocoles utilises dans les exemples qui 
suivent font appel a des techniques classiques du genie 
genetique, telles que celles decrites par SAMBROOK et al. 
[Molecular cloning : A Laboratory Manual ; Second Edition, 
Cold Spring Harbor Laboratory, (1989)], ou par O'REILLY et 
ai. [Baculovirus Expression Vectors : A Laboratory Manual ; 
Freeman and Cie, New York, (1994)] pour la manipulation de 
1*ADN de baculovirus. Les conditions particulieres a chaque 
experimentation sont, s'il y a lieu, precisees dans I'exemple 
correspondant . 

EXEMPLE 1 : EFFET DE lA SEQUENCE 5' NON CODANTE SUR LA 
TRADUCTION DE LA REGION STRUCTURALE DE LA POLYPROTEINE^ DE VHC 

Pour etudier le role de la region 5' non codante 
(5' NCR) de VHC sur la morphogenese des particules virales, 2 
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baculovirus recombinants denommes respectivement 

AcSLPlO-5' NCR-El et AcSLPlO-C-El ont ete construits. 

Le baculovirus AcSLPlO-5' NCR-El comprend la 
sequence codant les proteines C et El de VHC ainsi que la 
5 region 5' NCR ; le baculovirus AcSLPlO-C-El comprend 
uniquement la region codant les proteines C et El de VHC et 
est depourvu de la region 5' NCR. 

Ces baculovirus ont ete constr.uits a partir du 
plasmide pMINK, qui comprend I'ADNc de la souche VHC-H 
10 genotype la [INCHAUSPE et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 
88, 10292-10296, (1991)]. 

L' organisation de la region du genome de la 
souche VHC-H qui comprend les sequences codant pour les 
proteines structurales est illustree par la Figure 1 ; les 
15 positions des sites de clivage de la polyprot6ine par les 
signalases cellulaires sont indiquees sous le diagrarame. 

Dans les exemples qui suivent, les positions des 
nucleotides du genome de VHC-H sont indiquees par reference 
au site d' initiation de la traduction de polyproteine, le 
20 « A » du codon d' initiation representant la position +1. 

Les baculovirus' AcSLPlO-5' NCR-El et AcSLPlO-C-El 
ont §te construits a I'aide des vecteurs de transfert pllB 
derives du plasmide pGin8022 [CHAABIHI et al., J. Virol., 67, 
2664-2671, (1993) ] . 
25 Construction du baculovirus AcSLPlO-C-El : 

Plasmide pll8-C-El : 

La sequence comprenant les nucleotides -26 a +267 
par rapport a I'ATG de la proteine C de VHC-H a ete amplifiee 
en utilisant les amorces suivantes : 
30 Amorce sens : 5' -CCGGGAGCTCTCGTAGATCTTGCACC-3' 

(les nucleotides qui ont ete mutes pour creer un 
site Sad et un site Bgll sont indiques en caracteres gras) . 

Amorce antisens : 5' -CTCATTGCCATAGAGGGGCC-3' 

et le plasmide pMINK corame matrice. 
35 Apres digestion avec Bglll et Asp718, le fragment 

resultant (qui comprend les nucleotides +1 a +239) a ete 
clone dans un plasmide pUC modifie (un site Sglll a ete 
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insere a la place du site 5acl), pour donner le plasmide 
pUC-cA. On fragment Asp718-Sairi (nucleotides +240 ^ +1141) 
codant pour la portion C-terminale de la capside et pour les 
191 premiers acides amines de El a ete excise de pMINK et 
5 insere dans les sites Asp718-Asll du plasmide pOC-CA. Le 
dernier codon de El et un codon stop ont ete enfin inseres 
par 1' intermediaire d' un lieur Sail avant le sous^clonage 
dans le vecteur de transfert pll8. Le lieur Sail a ete 
reconstitue par hybridation des 2 oligonucleotides suivants : 
10 5' -GTCGACGCGTAAAGATCTGAGCT-3' et 

5' -CAGATCTTTACGCGTCGACAGCT-3' . 

Le. plasmide resultant, d6nomme pll8-C-El, code 
pour la capside et pour la totalite de la glycoproteine El 
(nucleotides +1 a +1146) . 
15 Construction du baculovirus AcSLPlO-5^ NCR-El : 

Plasmide pll8-5^ NCR-El : 

Un fragment BamHI de 1369 pb contenant la region 
5' non-codante (341 nucleotides), ainsi que la sequence 
codant la proteine de capside et 14 9 acides amines de la 

20 glycoproteine El (nucleotides +1 a +1016) de VHC a ete insere 
dans le site unique Bgill du plasmide pll8 stop (pll8 avec un 
codon stop situe en aval du site Sglll) pour donner un 
plasmide denomme pll8 -5 'NCR-El - 

Les plasmides pll8-C-El et pll8-5V-NCR-El sont 

25 schematises sur la Figure 2 . Les virus recombinants sont 
prepares par recombinaison entre pll8-C-El ou pll8-5' -NCR~E1 
et de I'ADN purifie du baculovirus modifi^ AcSLPlO [CHAABIHI 
et al.r 1993, precite] . Le baculovirus AcSLPlO est un 
baculovirus modifie qui possede un seul promoteur tardif fort 

30. (PIO) suivi par la sequence codant la polyedrine. La 
selection et la purification des virus recombinants est 
effectuee selon la procedure classique decrite par SUMMERS et 
SMITH [Texas Agric. Exp. Stat. Bull., 1555, 1-56, (1987)]. 

Des cellules de Spodoptera frvgiperda (cellules 

35 Sf9, VAUGHN et al.. In Vitro Cell Dev. Biol., 13, 213-217, 
1977) sont cultivees a 28 ''C dans du milieu TClOO (GIBCO) 
supplemente avec 5% de serum de veau fcetal. Pour 1' infection. 
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les cellules (4 x 10^ par flacon de 25 cm^) sont inoculees 
avec la suspension virale a raison de 1 a 10 unites formant 
plage (UFP) par cellule. Apres 1 heure d' adsorption a 
temperature ambiante, 1' inoculum viral est enleve, et du 
5 ..milieu de culture frais est ajoute. Les cellules sont ensuite 
incubees a 28°C. 

Les proteines exprimees par les cellules Sf9 
infectees avec AcSLPlO-C-El, AcSLPlO-5' NCR-El ou avec le 
virus AcMNPV de type sauvage ont ete analysees par 

10 electrophorese et iramuntransf ert selon le protocols suivant : 

Les cellules infectees sont recoltees 48 h p.i. 
(post-infection) , lavees avec du tampon PBS . f roid 
(phosphate-buffered Saline), et resuspendues dans du tampon 
d' electrophorese [LAEMMLI, Nature, 277, 680-684, (1970)]. Les 

15 echantillons de proteines sont deposes sur un gel de 
polyacrylamide a 12,5%; en conditions denaturahtes, et en 
presence de dodecyl sulfate de sodium. Les proteines sont 
alors transferees sur un filtre de nitrocellulose (SCHLEICHER 
et SCHtJELL ; BAS 85, 0,45 pm) . La membrane est colpree au 

20 rouge Ponceau (Ponceau-S ; SIGMA, St Louis, Mo), puis bloquee 
avec une solution de TBS (0,05 M Tris-HCl (pH 7,4) 
0,2 M NaCl) contenant 0,05% de TWEEN 20 et 5% de poudre de 
lait ecr§me (TBS sat) . 

La proteine de capside de VHC est detectee en 

25 utilisant I'anticorps monoclonal de souris anti-capside 
27D5C5 (1:500 en TBS-sat) ou le serum polyclonal de lapin 
anti-capside #57 (1:500 en TBS-sat) comme anticorps primaire 
et un serum de lapin anti-immunoglobuline G de souris 
conjugue a la peroxydase (SIGMA) ou un serum de chevre 

30 anti-immunoglobuline de lapin conjugue a la peroxydase 
(SIGMA) comme anticorps secondaire (1:1000 en TBS-sat). 

Les glycoproteines El et E2 sont detectees en 
utilisant un serum polyclonal de lapin anti-El (1:200 en 
TBS-sat) ou un serum polyclonal de lapin anti-E2 (1:500 en 

35 TBS-sat) comme anticorps primaire et un serum de chevre 
anti-immunoglobuline de lapin conjugue a la peroxydase comme 
anticorps secondaire (1:10000 en TBS sat). Les transferts ont 
egalement ete reveles en utilisant des serums humains 
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anti-VHC (1:500 en TBS-sat) contenant des anticorps contre 
les 3 proteines structurales et un serum de chevre 
anti-immunoglobuline humaine conjuguee a la phosphatase 
alcaline (SIGMA) conune anticorps secondaire (1:10000 en 
5 TBS-sat) . 

Les bandes inununoreactives ont 6te visualisees en 
utilisant corame agent chromogene soit du ^ l-amino-3-ethyl 
carbazole, soit un melange de sel de Nitrobleu de Tetrazolium 
et de sel de5-bromo-4-rchloro-3-indolyl phosphate toluidine. 
10 Les resultats de cette. analyse sont les 

suivants : 

L' analyse des proteines exprimees dans les 
cellules infectees avec AcSLPlO-C-El montre la presence d'une 
proteine de 21 kDa^ et en moindre quant ite, d'une proteins de 

15 23 kDa qui correspond probablement a la proteine de capside 
non clivee a son extremite C-terminale . . 3 produits 
additionnels mineurs de poids moleculaire plus faible (16 et 
18 kDa) ou plus eleve (22 kDa), sont r^veles avec le serum 
humain anti-VHC. On observe aussi 1' accumulation d' un .produit 

20 de 42^55 kDa qui results probablement d'une" maturation 
inefficace de la polyproteine precurseur CE-1- En fait, ce 
precurseur est marque avec 1' anticorps anti-El. 

L' analyse des proteines exprimees dans les 
cellules infectees avec AcSLPlO-5 ' NCR-El ne revele aucune 

25 production de la capside ou de la glycoproteine El. 

Dans les cellules temoins infectees par le 
baculovirus AcMNPV de type sauvage, on n' observe aucune 
production de proteines reconnues par des anticorps diriges 
contre les proteines de VHC. . 

30 Pour verifier si 1' absence d' expression des 

proteines de VHC dans les cellules infectees avec 
AcSLPlO-5' NCR-El est due a une deficience au niveau de la 
transcription ou bien au niveau de la traduction, les ARN 
messagers produits par les constructions AcSLPlO-C-El et 

35 AcSLPlO-5' NCR-El ont ete analyses par transfert de Northern 
selon le protocole suivant : 

L'ARN total, a §t6 isole a partir des cellules 
infectees 48 h apres infection, en utilisant le r^actif 
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TRIZOL (GIBCO BRL) r suivant le protocole preconise par le 
fabricant. Apres extraction au chloroforme et precipitation a 
I'alcool isopropylique, I'ARN total est resuspendu dans de 
I'eau depourvue de RNAse et quantifie par spectrophotometrie. 

5 Apres addition de tampon d' echantillon ARN (PROMEGA) , 10 pg 
de chaque echantillon sont soumis a une electrophorese sur 
gel d' agarose 1% en conditions non-denaturantes et transferes 
sur membrane de nylon (ROCHE) . Les transferts sont hybrides 
avec une sonde de 417 bp (nucleotides 369 a 785 de la 

10 sequence codant la polyproteine de VHC) radio-marquee au ^^P- 

Cette sonde recouvre la sequence codant la partie 
C-terminale de la capside et la partie N-terminale de El. 

Un transcrit de la taille attendue (environ 7 50 
nucleotides) est detecte, aussi bien dans les cellules 

15 infectees avec AcSLPlO-S' NCR-El, que dans celles infectees 
avec AcSLPlO-C-El . • ^ Ces donnees indiquent que la 
non-expression des proteines de VHC dans les constructions 
nontenant la region 5 'NCR reflete une deficience au niveau de 
la traduction de I'ARNm en proteines. 

20 L'etat de glycosylation des proteines de VHC 

produites par AcSLPlO-C-El a ete etudie en cultivant les 
cellules infectees en presence de tunicamycine, un 
antibiotique d'origine fongique qui bloque la 
N-glycosylation. La tunicamycine (concentration finale : 

25 10 pg/ml)a ete ajoutee au milieu de culture des cellules 7 h 
apres 1' infection. Les cellules infectees sont recolt^es 52 h 
apres 1' infection, et les echantillons de proteines sont 
analyses par immuntransfert comme decrit ci-dessus. A titre 
de controle, des cellules infectees ont ete cultivees dans 

30 les raemes conditions, mais sans tunicamycine. Dans ces 
conditions, les formes de haut poids moleculaire de El et de 
C-El ne sont plus observees. Dans tous les cas, ces proteines 
de structure ne sont pas non plus retrouvees dans les milieux 
de culture des cellules. 

35 L' observation au microscope electronique de 

cellules Sf9 infectees par AcSLPlO-C-El revele un materiel 
reticule .dense, a repartition perinucleaire caracteristique 
des proteines associees au reticulum endoplasmique . Le 
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marquage de cellules avec le serum humain anti-VHC montre une 
colocalisation de ces materiaux immunoreactif s avec des 
structures intracytoplasmiques denses, ce qui indique que les 
proteines exprimees sont retenues dans le reticulum 
5 endoplasmique. 

En revanche, les cellules infectees avec 
AcSLPlO-5'NCR^El . ne montrent que les caracteristiques des 
cellules infectees par un baculovirus recombinant, 
c'est^a-dire : une hypertrophie nucleaire, la . presence de 

10 grandes quantites de virus dans le noyau, et 1' absence de 
structures de type polyedrine ou PIO. Aucune retention 
reticulee cytoplasmique ou formation d' agregat n' est 
observee, et aucune proteine intracellulaire n'est marquee 
avec le serum humain anti-VHC, ce qui confirme les resultats 

15 de 1' immuntransfert . 

EXEMPLE 2 : EFFETS EN TRANS DE LA REGION 5' NON-GODANTE SUR 
LA MULTIMERISATION DE LA PROTEINE DE CAPSIDE DE VHC 

Une eventuelle interaction entre la 5 'NCR et la 
proteine .de capside a ete etudiee par co-expression des 2 

20 baculovirus AcSLPlO-5 ' NCR-El et AcSLPlO-C-El, combinant ainsi 
un transcrit non traduisible en proteines de structure de VHC 
contenant une 5' NCR avec un transcrit traduisible en 
proteines de structure de VHC d6pourvu de 5 'NCR. 

Des cellules Sf 9 ont et6 infectees avec 

25 AcSLPlO-C-El seul, ou bien co-infectees avec AcSLPlO-C-El et 
AcSLPlO-5' NCR-El, selon le protocole decrit a I'Exemple 1 
ci-dessus. 

48 ou 72 h apres 1' infection, les cellules sont 
resuspendues dans du tampon faiblement salin (10 mM HEPES, 
30 pH 1,9, 10 mM KCl, 1,5 mM MgClz, 0,5% NP40) froid, en 
presence d'un cocktail d' inhibiteurs de proteases 
(O-COMPLETE, ROCHE), et broyees dans un potter (BIOBLOCK 
SCIENTIFIC) - 

Apres centrif ugation a faible vitesse (10 x lO^g 
35 pendant 10 minutes a 4*^0, le surnageant est depose sur un 
gradient lin^aire de saccharose (20 a 60% en poids dans du 
tampon TEN : 50 mM Tris HCl pH 7,4, 100 mM NaCl, 5 mM EDTA) 
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et soumis a une centrifugation isopycnique pendant 24 h a 4°C 
et 150 000 g. Pour certaines experiences, 1% de NP40 ont ete 
ajoutes aux extraits bruts de proteines avant leur depot sur 
le gradient de saccharose. 
5 Des fractions de 500 ml sont collectees et 

analysees par immuntransf ert , comme d§crit a 1' Example 1 
ci-dessus . 

Les r§sultats de 1' analyse par centrifugation 
isopycnique sur gradient de saccharose, montrent que la 

10 distribution de la proteine de capside et du polypeptide C-El 
sur le gradient differe selon que les extraits ont ete 
prepares a partir des cellules infectees avec AcSLPlO-C-El 
seul ou bien a partir des cellules co-infectees avec 
AcSLPlO-C-El et AcSLPlO-5' NCR-El. Quand elles sont exprimees 

15 dans des cellules infect6es uniquement avec AcSLPlO-C-El, les 
proteines C et C-El • sont presentes dans les fractions 
sedimentant a une densite de 1,21 ^ 1,26 g/ml ; quand elles 
sont exprimees dans les cellules co-infectees avec les 2 
constructions, elles sont presentes dans les fractions 

20 sedimentant a une densite de 1,15 a 1,18 g/ml. 

Lorsque I'extrait brut est traite avec un 
detergent nonionique doux (NP-40, 1%) prealablement a son 
analyse sur gradient de saccharose, les proteines C et C~E1 
sont presentes dans les fractions sedimentant a une densite 

25 plus elevee : 1,24-1,26 g/ml, 

analyse en microscopie electronique de cellules 
co-infectees avec AcSLPlO-5 ' NCR-El et AcSLPlO-C-El montre une 
distribution reticulee du materiel dense similaire a celle 
decrite ci-dessus. L' observation a fort grossissement de la 

30 region cytoplasmique des cellules aux phases tardives de 
1' affection montre des particules pseudo-virales de taille et 
de forme variables. Ces particules sont entour^es de 
protuberances qui peuvent etre constituees soit de complexes 
de proteines structurales, soit de structures 

35 pseuso-ribosomales associees. 

Le marquage avec un anticorps polyclonal 
anti-capside de cellules infectees prealablement 
permeabilisees au detergent montre une colocalisation de la 
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proteine de capside de VHC avec ces particules. Des cellules 
infectees avec le baculovirus de type sauvage ou avec 
d'autres baculovirus recombinants exprimant une ou deux 
proteines de VHC sans la proteine de capside ne montrent 
5 jamais de distribution similaire. Ces resultats confirment 
que la proteine de capside de VHC est capable de 
s' auto-assembler dans les cellules Sf9 lorsqu'elle est 
exprimee avec seulement une partie de I'ARN VHC, pourvu qu' il 
comporte tout ou partie de la 5' NCR. 

10 EXEMPLE 3 : EFFETS DE LA MUTATION DES CODONS AUG DE LA REGION 
5' NON-CODANTE DE VHC SUR LA TRADUCTION DES PROTEINES DE 
STRUCTURE ET LA FORMATION DE PARTICULES PSEUDO-VIRALES 

Pour etudier le role potentiel de la 5' NCR sur 
1' assemblage des proteines structurales lorsqu'elle est 

15 placee en position cis, un baculovirus recombinant denomme 
AcPH-5'NCRm-NS2A a ete construit. Ce baculovirus comprend la 
sequence codant pour la totalite des proteines de structure 
de VHC, precede par une 5'NCR mutee par suppression de 5 
codons AUG silencieux. 

20 Construction du baculovirus pGmAc5^NCRm'-NS2A 

Ce virus est construit en utilisant le vecteur de 
transfert pGmAcllB. Ce vecteur possede un lieur Bglll insere 
dans une deletion au niveau du gene de la polyhedrine 
s'etendant des nucleotides -10 a +483. (la position +1 

25 correspondant au 1®^ nucleotide du codon d' initiation ATG de 
la polyhedrine) . La deletion dans la sequence du promoteur de 
la polyhedrine permet d'attenuer le niveau d' expression du 
gene heterologue. 

Construction du plasmide pGmAc-S ^NCRin-'NS2A : 

30 Un fragment d'ADN de 256 bp contenant une region 

5 'NCR modifiee de VHC presentant des mutations dans les 5 
codons AUG silencieux est construit en utilisant un ensemble 
de 14 oligonucleotides se recouvrant. La position du 1®^ 
nucleotide de chaque codon AUG dans la region 5' non-codante 

35 de VHC est respectivement de -328, -310, -257, -246 et -127 
par rapport au A(+l) du codon d' initiation de la polyprot6ine 
de VHC. Les mutations ont et6 choisies de maniere a cr^er des 
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sites commodes pour d' eventuelles etapes de clonage 

uiterieures ; en revanche, il n'a pas ete tente de preserver 

la structure secondaire de la region 5' NCR. Les positions .des 

mutations sont indiques dans le Tableau I ci-dessous : 
5 Tableau! 



position AUG 


Sequence originale 


Sequence mutee 


-328 


UQ AUG gg 


ug AUC aa 


-310 


cc AUG aa 


cc AUC aa 


-257 


cc AUG gc 


cc UAG gc 


-246 


gu AUG ag 


gu AUC ag 


-127 


ca AUG cc 


eg AGG cc 



Un fragment Whel-Bgill dei 2987 bp (nucleotides 
-92 a +2895) contenant 93 bp de la 5'NCR de VHC de type 
sauvage, ainsi que les sequences cpdant pour les proteines C, 
El, E2-P7 et les 158 premiers acides amines de NS2, a ete 



10 introduit en aval de la 5'NCR mutee dans le vecteur de 
transfert pGmAcllB. Un lieur BgJII insere dans le gene NS2 a 
introduit un codon stop en phase. Le plasmide resultant est 
denomme pGmAc-5 * NCRm-NS2A. Ce plasmide est schematise sur la 
Figure- 3 . 

15 Pour la preparation du baculovirus 

AcPH5'NCRm-NS2A, des cellules Sf2 sont co-transf ectees avec 
I'ADN du plasmide pGniAc-5 * NCRm-NS2A et I'ADN de baculovirus 
de type sauvage AcNMPV, par lipofection (DOTAP ; ROCHE). 

Des cellules SF9 sont infectees avec le virus 

20 AcPH5'NCE^-NS2A, et cultivees selon le protocole decrit a 
1' Example 1 ci-dessus. Des lysats cellulaires ont ete 
prepares 72 h apres 1' infection et les proteines de ces 
lysats ont ete analysees par immun-transf ert, selon le 
protocole decrit a I'Exemple 1 ci-dessus, en utilisant ou 

25 bien I'anticorps monoclonal anti-capside de VHC 27D5C5, ou 
bien le serum polyclonal anti-El, ou bien le serum polyclonal 
anti-E2, ou bien le serum humain anti-VHC. 

Les resultats de cette analyse montrent que la 
traduction des proteines structurales est restauree. Deux 

30 produits immuno-reactif s majeurs avec des poids moleculaires 
de 21 et 23 kDa, correspondant aux deux formes differentes de 
la proteine de capside sont rev61es par I'anticorps 
anti-capside. Deux especes mineures de 16 et 28 kDa sont 
egalement d6tectees en plus f aible quantite . L' anticorps 
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polyclonal anti-El reagit avec piusieurs bandes comprises 
entre 21 et 35 kDa correspondant. probablement a des variants 
de glycosylation de la glycoproteins El. 

Des bandes additionnelles distribuees entre 35 et 
5 110 kDa peuvent representer des polypeptides CE-1, E1-E2 ou 
C-E1-E2 non clives et partiellement glycosyles. 

Des variants de glycosylation- de la glycoproteine - 
E2 ont ete reveles en utilisant un anticorps polyclonal 
anti~E2, dans urie zone de poids moleculaire allant de 40 k 

10 66 kDa. Les deux glycoproteines El et E2, et dans une moindre 
mesure la proteine de capside ont egalement ete detectees 
dans le gel de tassement, sous forme d'agr§gats insolubles. 

L' observation en microscopie electronique des 
cellules infectees avec le baculovirus recombinant 

15 AcPH-5 'NCRm-NS2A montre un cercle perinucleaire de materiel 
tres dense resultant • probablement de 1' accumulation de 
proteines de structure de VHC associees au reticulum 
endoplasmique . L' immunomarquage avec le serum humain anti-VHC 
de cryo-sections de cellules infectees confirme la 

20 localisation des proteines de VHC dans cette zone du 
cytoplasme. Un faible marquage est egalement observe dans le 
noyau. 

L' analyse par centrif ugation isopycnique sur 
gradient de saccharose, selon le protocole decrit a I'Exemple 

25 2 ci-dessus, montre que les proteines reconnues par le serum 
humain anti-VHC sedimentent dans des fractions de. densite 
1,14 a 1,18 g/ml. Dans ces conditions, le produit 
principalement detecte est la proteine de capside, 
essentiellement sous forme mature p21. 

30 Le traitement des extraits cellulaires avec du 

NP40 (concentration finale de 1% dans le tampon de lyse 
cellulaire) provoque un deplacement de la densite des 
particules, de 1,14-1,18 g/ml a 1,23-1,26 g/ml. 

L' observation en microscopie electronique, apres 

35 coloration negative, de ces fractions reconnues par 
1' anticorps anti-VHC montre la presence de particules 
icosaedriques d' environ 30 nm de diametre. 
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EXEMPLE 4 : EFFET DE LA MUTATION DES CODONS AUG DE LA REGION 
5' NON-CODANTE DE VHC SUR LA FORMATION DE PARTICDLES 
PSEUDOVIRALES EXTRACELLULAIRES 

Des surnageants de cultures de cellules 
5 co-infectees avec AcSLPlO-5 'NCR-El et AcSLPlO-C-El, ou 
infectees avec AcPH-5 'NCRm-NS2A seul^ ont ete concentres par 
centrifugation a 150000 g et analyses • par- centrifugation 
isopycnique sur gradient de saccharose selon le protocole 
suivant : 

10 Les particules virales presentes dans le 

surnageant de culture sent isolees comme suit : apres une 
centrifugation a faible vitesse (10 min. a 4*^0 et 1000 g) , le 
• surnageant est recupere et soumis a une seconde 
centrifugation de 1 a 2 h a 4°C et a 150000 g. Le culot de 

15 cette deuxieme centrifugation est resuspendu dans du tampon 
TEN (contenant des inhi'biteurs de protease) et soumis a une 
centrifugation isopycnique sur gradient de saccharose. Dans 
ces conditions, le surnageant est concentre de 20 k 100 fois. 
Des fractions de 500 ]il sont recoltees a partir du sommet du 

20 gradient et analysees comme decrit dans I'Exemple 2 
ci-dessus . 

Aucun produit reagissant avec les anticorps 
anti-VHC n'est detecte dans les surnageants de culture de 
cellules co-infectees avec AcSLPlO-5 'NCR-El et AcSLPlO-C-El ; 

25 en revanche, dans les surnageants de cellules infectees avec 
AcPH-5 •NCRm-NS2A on detecte des fractions reagissant avec 
les anticorps anti-VHC. La principale fraction reagissant 
avec les anticorps anti-VHC sedimente a une densite d' environ 
1, 18 g/ml et reagit egalement avec les anticorps anti-capside 

30 et dans une moindre mesure, avec les anticorps anti-El et 
anti-E2 . 

Le . fait que le signal obtenu avec les deux 
anticorps anti-enveloppe soit plus faible que celui observe 
avec les anticorps anti-capside peut refleter une 
35 incorporation plus faible des glycoproteines El et E2 dans 
ces particules. 
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Le traitement des particules par du NP40 1% 
prealablement a la centrif ugation sur gradient de saccharose 
provoque le meme deplacement de densite . (de 1^18 a 1,25 g/ml) 
que celui observe dans le cas des particules obtenues a 
partir des extraits cytoplasmiques . 
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REVENDICATIONS. 

1) Procede d'obtention de particules 
pseudovirales de VHC, caracterise en ce qu'il comprend 
1' expression simultanee, dans une meme cellule d'insecte, et 

5 sous forme de transcrits separes, des sequences 
nucleotidiques suivantes : 

- une sequence non-codante choisie parmi : 
a) la region 5' non-codante d'un VHC ; 

a' ) une sequence derivee de la sequence a) par 
10 elimination d'un ou plusieurs des codons d' initiation de la 
traduction presents dans ladite sequence ; 

a' ' ) une sequence constitute par au moins une 
portion de la sequence a) ; 

a' ' ' ) une sequence constitute par au moins une 
15 portion de la sequence a') ; 

- une sequence (b) codant au moins pour les 
proteines C, El, et E2 d'un VHC, et depourvue de la region 5' 
non-codante dudit VHC ; 

et la recuperation des particules pseudovirales 
20 de VHC a partir de ladite cellule. 

2) Procede d'obtention de particules 
pseudovirales de VHC, caracterist en ce qu'il comprend 
1' expression, dans une cellule d'insecte, d'une sequence 
nucleotidique comprenant, d'amont en aval : 

25 - une sequence non-codante choisie parmi une 

sequence (a') ou (a"') telles que definies dans la 
revendication 1 ; 

- une sequence (b) telle que definie dans la 
revendication 1 ; 

30 et la recolte des particules pseudovirales de VHC 

a partir de ladite cellule ou de son milieu de culture. 

3) Procede selon une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterise en ce que la sequence (b) 
code au moins pour les proteines C, El, E2 et p7 d'un VHC. 

35 4) Procede selon la revendication 3, caracterise 

en ce que ladite sequence (b) code en outre pour une partie 
de la proteine non structurale NS2 d'un VHC. 
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5) Precede salon la revendication 1, caracterise 
en ce que 1' expression dans ladite cellule d' insecte est 
effectuee en utilisant un seul vecteur d' expression contenant 
une cassette d' expression d'une sequence (a), (a')/ (a'') ou 

5 (a''') sous controle transcriptionnel d'un premier promoteur, 
et une cassette d' expression d'une sequence (b) sous controle 
transcriptionnel d'un second promoteur. 

6) Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que 1' expression dans ladite cellule d'insecte est 

10 effectuee en utilisant un vecteur d' expression contenant une 
cassette d' expression d'une sequence (a), (a')f (a'') ou 
(a''') sous controle transcriptionnel d'un premier promoteuf, 
et un vecteur d' expression contenant une cassette 
d' expression d'une sequence (b) sous controle 

15 transcriptionnel d'un second promoteur. 

7) Procede selon la revendication 2, caracterise 
en ce que 1' expression dans ladite cellule d'insecte est 
effectuee a I'aide d'un vecteur d' expression contenant une 
cassette d' expression, comprenant une sequence (a') ou (a''') 

20 suivie d'une sequence (b) placees sous controle 
transcriptionnel d'un promoteur. 

8) Precede selon une quelconque des 
revendications 1 a 1, caracterise en ce que I'on utilise 
comme vecteur d' expression un baculovirus recombinant. 

25 .9) Procede selon une quelconque des 

revendications 1 a 8, caracterise en ce qu'il comprend 

1' infection d'une cellule d'insecte avec : 

un baculovirus recombinant comprenant une 

sequence (a') ou (a''') suivie d'une sequence (b) placees 
30 sous controle transcriptionnel d'un promoteur dudit 

baculovirus ; ou bien 

un baculovirus recombinant comprenant une 

sequence (a), (a'), (a'') ou (a''') sous controle 

transcriptionnel d'un premier promoteur dudit baculovirus et 
35 une sequence (b) sous controle transcriptionnel d'un second 

promoteur dudit baculovirus identique au premier ou different 

de celui-ci, ou' bien ; 



wo 02/26943 



PCT/FROl/03012 



27 

- un premier baculovirus recombinant comprenant 
une sequence (a), (a' ) ^ (a") ou (a'") sous controle 
transcriptionnel d' un promoteur dudit baculovirus, et un 
second baculovirus recombinant comprenant une sequence (b) 
5 sous controle transcriptionnel d'un promoteur dudit 
baculovirus ; 

la culture de la cellule infectee, et la recolte 
des particules pseudovirales de VHC a 1' issue de ladite 
culture, a partir de ladite cellule ou de son milieu de 
10 culture. 

10) Precede selon la revendication 9, caracterise 
en ce que I'on effectue la recolte des particules 
pseudovirales apres au moins 4 8 heures de culture, de 
preference apres au moins 72 heures de culture. 
15 11) Precede selon une quelconque des. 

revendications 1 a 10, caracterise en ce que I'on effectue la 
purification des particules pseudovirales de VHC a partir 
d' iin lysat de la cellule infectee. 

12) Precede selon une quelconque des 
20 revendications 1 a 10, caracterise en ce que I'on effectue la 

purification des particules pseudovirales de VHC a partir du 
milieu de culture des cellules infectees. 

13) Precede selon une quelconque des 
revendications 11 ou 12, caracterise en ce qu'il comprend en 

25 outre le traitement dudit lysat ou dudit milieu de culture 
par un detergent non-ionique. 

14) Particules pseudovirales de VHC, 
caracterisees en ce qu ' elles sent susceptibles d' etre 
obtenues par un precede selon une quelconque des 

30 revendications 1 a 13, et en ce qu' elles ont une 
nucleocapside de morphologie icosaedrique, et de diametre de 
30 nm environ. 

15) Particules pseudovirales selon la 
revendication 14, caracterisees eh ce qu' elles sont 

35 susceptibles d'etre obtenues par un proced§ selon une 
quelconque des revendications 1 a 12, et en ce que leur 
densite determinee par centrif ugation a I'equilibre sur 
gradient de saccharose est d' environ 1,15 a 1,18 g/ml. 
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16) Particules pseudovirales selon la 
revendication 14, caracterisees en ce qu'elles sont 
susceptibles d'etre obtenues par un precede selon la 
revendication 13, et en ce que leur densite deterrainee par 

5 centrifugation a I'equilibre sur gradient de saccharose est 
d' environ 1,23 a 1,26 g/ml 

17) Sequence d'^acide nucleique- comprenant une 
sequence (a') ou (a''') suivie d'une sequence (b) telles que 
definies dans la revendication 1. 

10 18) Cassette d' expression comprenant une sequence 

d' acide nucl6ique selon la revendication 17 placee sous 
controls transcriptionnel d'un prpmoteur de baculovirus. 

19) Vecteur d' expression, constitu6 par un 
baculovirus recombinant comprenant une sequence d' acide 

15 nucleique selon la revendication 17 placee sous controle 
transcriptionnel d'un promoteur dudit baculovirus. 

20) Vecteur d' expression coristitue par un 
baculovirus recombinant comprenant une sequence (a), (a')/ 
(a") ou (a'"j telles que definies dans la revendication 1, 

20 sous controle transcriptionnel d'un premier promoteur dudit 
baculovirus, et une cassette d' expression comprenant une 
sequence (b) telle que definie dans la revendication 1, sous 
controle transcriptionnel d'un second promoteur dudit 
baculovirus ; 

25 21) Cellule d' insecte contenant une cassette 

d' expression selon la revendication 18. 

22) Cellule d' insecte contenant une cassette 
d' expression comprenant une sequence (a), (a'), (a' ' ) ou 
(a''') telles que definies dans la revendication 1, sous 

30 controle transcriptionnel d' un premier promoteur de 
baculovirus, et une sequence (b) telle que definie dans la 
revendication 1, sous controle transcriptionnel d'un second 
promoteur de baculovirus . 

23) Utilisation de particules pseudovirales de 
35 VHC selon une quelconque des revendications 14 a 16 pour la 

preparation d'un vaccin. 
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24) Utilisation de particules pseudovirales de 
VHC selon une quelconque des revendications 14 a 16 pour la 
preparation d' un reactif de diagnostic. 

25) Utilisation de particules pseudovirales de 
5 . VHC selon une quelconque des revendications 14 a 16 pour la 

preparation d'anticorps anti-VHC. 
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